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Bases moleculares de la Progeria

Palabras clave: envejecimiento, laminopatias, lamina nuclear, progerina, inestabilidad

gendmica, senescencia

Resumen

El Sindrome de Progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS) es una enfermedad genética
extremadamente rara que causa un envejecimiento prematuro semejante en algunos
aspectos al proceso de envejecimiento normal. Los pacientes con HGPS mueren antes
de alcanzar los 20 afios debido a problemas cardiovasculares e insuficiencia cardiaca.
El HGPS se asocia a una mutacion en el gen LMNA, que codifica a la lamina A, una
proteina de tipo filamento intermedio. La mutacion LMNA més comun relacionada con
el HGPS da lugar a un corte y empalme (splicing en inglés) incorrecto del mMRNA y
produce una proteina mutante de la lamina A llamada progerina, y esta afecta a las
propiedades de la envoltura nuclear. La expresion de progerina afecta a muchos
procesos celulares importantes que proporcionan informacion sobre los posibles
mecanismos de la enfermedad. Estos incluyen desorganizacion de la cromatina e
inestabilidad gendmica, y alteraciones en algunas de las vias sefializacidén cruciales
como la mecanotransduccién,. Todo lo anterior conduce a la regulacion aberrante de
las células madre adultas, la produccién defectuosa de la matriz extracelular y la
senescencia celular prematura. En esta revision, se discuten estas vias y su posible
contribucion a las patologias de la enfermedad, asi como las estrategias terapéuticas

utilizadas actualmente en los estudios preclinicos y clinicos.

1. Introduccidn

El término progeria proviene del griego pro (hacia, a favor de) y geron (viejo), es decir,
envejecer prematuramente. El sindrome de Hutchinson-Gilford (HGPS), también
conocido como progeria infantil, es un trastorno genético extremadamente raro, que
afecta a 1 de 4 millones de recién nacidos con una prevalencia de 350-400 nifios
afectos en todo el mundo, caracterizado por un envejecimiento prematuro que
comienza en la infancia, tal y como se puede ver en la Figura 1 (1). Debe su nombre
a los médicos Jonathan Hutchinson y Hastings Gilford, que la describieron por primera
vez en 1886 (2,3).
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Figura 1. Hallazgos fisicos en nifios con sindrome de HGPS

A) Paciente de 7 afios con estatura baja, alopecia y envejecimiento prematuro. B) Formacién anémala
de los dedos y contracturas de la articulacion de la falange. C) Cianosis perioral. D) Hoyuelos en la
pierna izquierda que muestran la pérdida de grasa subcutanea. Figura modificada de la Ref. 4.

El envejecimiento es un proceso natural en los seres vivos que se caracteriza por una
disminucion progresiva de las funciones celular y tisular. A nivel molecular y celular, se
han propuesto nueve factores que participan en el envejecimiento, un proceso
extremadamente complejo y multifactorial: la inestabilidad genémica y los defectos en
la arquitectura nuclear; el desgaste de los telomeros; las alteraciones epigenéticas y
la remodelacion de la cromatina, la pérdida de proteostasis (homeostasis de
proteinas), deteccién de nutrientes desregulada, disfuncion mitocondrial, senescencia
celular, agotamiento de la reserva de células madre y comunicacién intercelular

aberrante (5).

En las ultimas dos décadas, el sindrome HGPS ha atraido una gran atencién no solo
por la gravedad de la enfermedad, sino también por la hipétesis de que la expresion
de la variante de la lamina A causante de la enfermedad, llamada progerina, también
puede estar relacionada con el proceso de envejecimiento normal. La forma mas
comun de HGPS presenta una mutacién puntual silenciosa en el gen LMNA que afecta
al splicing del mRNA de prelamina A y conduce a la produccién de la progerina (6,7).

El uso esporadico del mismo sitio de splicing criptico en el mMRNA de LMNA de tipo
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salvaje puede conducir a la produccion de mRNA de prelamina A erréneo y de esa
forma progerina en células y tejidos de individuos sanos (8,9). Ademas, el HGPS y el
envejecimiento normal comparten muchos fenotipos celulares, como la forma anormal
del ndcleo, las alteraciones epigenéticas y el aumento del dafio del DNA, asi como
otras patologias tisulares como una densidad Osea reducida o la enfermedad
cardiovascular (10).

Existe un gran numero de enfermedades progéricas que pueden agruparse en distintas
familias, segun la funcion del gen mutado. Las enfermedades mas conocidas se
relacionan con mutaciones en los genes que codifican laminas o enzimas que las
procesan e incluyen el propio sindrome HGPS (6) y la dermopatia restrictiva (11). Una
segunda familia esta relacionada con mutaciones en genes que codifican sistemas de
reparacion del DNA, lo que sugiere que el mantenimiento de la integridad del genoma
tiene un papel crucial en el envejecimiento humano (12). Una mejor comprension de
la patogénesis molecular que subyace a los sindromes progeroides puede conducir a
una mejor comprension del proceso normal de envejecimiento humano. En esta
revision, se resumen las alteraciones genéticas de las laminas en el sindrome HGPS
y sus consecuencias estructurales y funcionales. También se describen posibles
mecanismos causales de la enfermedad y cédmo pueden contribuir a los fenotipos
celulares, tisulares y organismales. Finalmente, se resumen brevemente las posibles

estrategias para el tratamiento del HGPS.

2. Fenotipo y fisiopatologia

Los nifios con HGPS parecen normales al nacer, pero comienzan a exhibir muchas
caracteristicas clinicas en el primer afio de vida. Los sintomas clasicos de la progeria
incluyen: retraso severo del crecimiento, pérdida de cabello y grasa subcutanea, ojos
y venas del cuero cabelludo prominentes, piel envejecida, rigidez articular y densidad
O0sea reducida (13). A medida que los nifios crecen, sufren de osteoporosis,
aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares. Los pacientes con HGPS mueren a
una edad promedio de 14,6 afios debido a infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca

0 aterosclerosis progresiva (14-16).

Los pacientes con HGPS desarrollan una apariencia progeroide muy caracteristica.

Son pequefos, no llegando la mayoria al 1,2 m de estatura o 30 kg de peso.



Comparados a los pares de la misma edad, estos pacientes presentan una tasa de
aumento de peso lineal y disminuida que retiene el crecimiento (16). Los pacientes con
HGPS también presentan caracteristicas craneofaciales distintivas, desarrollando

micrognatia, 0jos prominentes y nariz de pico (16).

El HGPS es una “enfermedad de envejecimiento segmentaria”, ya que algunas
caracteristicas del envejecimiento normal estan presentes mientras que otras estan
totalmente ausentes. El higado, los rifiones, los pulmones y el tracto gastrointestinal
normalmente son competentes en estos pacientes (13,16). Los problemas mas
importantes de los pacientes con HGPS, y por los cuales acaban muriendo, son las
complicaciones cardiovasculares. Los pacientes desarrollan una arteriosclerosis
severa y progresiva, que finalmente lleva a una isquemia cardiaca, el infarto y los

accidentes cerebrovasculares (13).

La arteriosclerosis que se desarrolla en los pacientes con HGPS tiene algunas
diferencias importantes con la de poblacién anciana normal, aunque en ambas se
presentan calcificaciones, inflamacién, y rotura de la placa. Los pacientes con HGPS
no desarrollan hipercolesterolemia ni un aumento de proteina C reactiva en suero,

habituales en la poblacién normal con enfermedad cardiovascular (17).

Es interesante reflejar que los pacientes tienen una cognicién normal y no muestran
pérdidas de memoria o cognitivas a menudo asociadas con el envejecimiento normal
(13). Este descubrimiento puede ser explicado porque la expresion de la lamina A esta
regulada en el cerebro por un microRNA, el miR-9, que impide asi una expresion
significativa de progerina en las células y tejidos neuronales (18). Aun asi, muchos
pacientes con HGPS tienen sintomas neuroldgicos como dolores de cabeza, debilidad
muscular, o convulsiones como resultado del trastorno vascular y el flujo sanguineo

anormal (13).

3. Laminas nucleares: bioquimica, funciones y vinculo con la

enfermedad

Las laminas son proteinas filamentosas intermedias de tipo V expresadas en todos los
metazoos. Son los principales componentes de la envoltura nuclear, una compleja red
filamentosa debajo de la membrana nuclear interna (MNI) (19). La familia de proteinas
de las laminas posee algunos motivos y dominios especificos en el extremo Carboxilo-
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terminal, como una sefial de localizacion nuclear, un motivo similar al de las
inmunoglobulinas altamente conservado y en la mayoria de los casos una caja CAAX
(C = cisteina, a = residuo alifatico, X = cualquier aminoacido) (19). Las laminas se
clasifican en tipo A y B. Las laminas de tipo B se expresan durante el desarrollo,
mientras que las ldaminas de tipo A se expresan débilmente o no lo hacen en absoluto
en etapas embrionarias tempranas y en células madre embrionarias, pero se regulan
a lo largo del desarrollo postnatal (19). En mamiferos, los genes LMNB1 y LMNB2
codifican las dos principales laminas de tipo B. Las laminas de tipo A derivan de un
unico gen, el LMNA, que mediante splicing alternativo, da lugar a las dos isoformas A
principales (las laminas A y C, una variante mas pequefa) y dos isoformas menos
abundantes, la lamina C2 especifica de células germinales y la ldmina AA10 (idéntica

a la lamina A pero sin el exén 10 (19).

Las laminas son componentes estructurales que proporcionan soporte mecanico para
el nucleo (19). Los estudios recientes han demostrado que las laminas definen las
propiedades mecéanicas del nucleo; la lamina A es responsable de la rigidez nuclear y
la lamina de B de la elasticidad nuclear. Ademas de su papel estructural, las laminas
participan en otras funciones, como la organizacion de la cromatina, la regulacion

genética, la reparacion del DNA o la sefalizacion (19,20).

Los primeros tres pasos de procesamiento, que se pueden ver en la Figura 2, son
comunes para las laminas de tipo B y A e incluyen la adiciéon de un grupo farnesilo al
residuo de cisteina C-terminal por la farnesiltransferasa (FTasa) seguida de la escisiéon
del tripéptido -aaX por las proteasas FACE1/ZMPSTE24 o FACE2/Rcel y la
carboximetilacion del residuo de cisteina farnesilado por la isoprenil-cisteina carboxi-
metiltransferasa (ICMT). El procesamiento de laminas de tipo B se detiene en este
paso, dando como resultado la lamina madura B con un grupo farnesilo y carboximetilo
C-terminal. El grupo hidrofébico farnesilo tiene una interaccion fuerte con la membrana
nuclear interna, lo que lleva a la localizacion de las laminas de tipo B en la periferia
nuclear. Por el contrario, la prelamina A farnesilada sigue procesandose mediante la
accion de la proteasa ZMPSTE24, que elimina los 15 aminoacidos C-terminales,
incluidos los residuos de cisteina farnesilados y carboximetilados. Como
consecuencia, la lamina A madura carece del grupo farnesilo hidréfobo y, por lo tanto,
se localiza en la periferia del nacleo asociada con la membrana nuclear interna, aunque

también pueden localizarse en el interior nuclear (19).
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Figura 2. Proceso postraduccional de la lamina A

La prelamina A se modifica mediante una serie de cuatro modificaciones postraduccionales
secuenciales: farnesilacion por una farnesiltransferasa citosélica en la cisteina C-terminal que
pertenece a la caja CaaX; una endoproteolisis de los tres ultimos residuos -aaX por una metaloproteasa
insertada en la membrana del reticulo endoplasmico (RE); una carboxilmetilacion de la cisteina terminal
farnesilada por otra enzima del RE, la isoprenilcisteina-carboxil-metil-transferasa (ICMT). La
farnesilacion de la prelamina A permite la insercién del grupo farnesilo en la membrana del RE. La
prelamina A farnesilada se procesa primero por la metaloproteasa FACE1/ZMPSTE24, que elimina los
tres residuos finales -aaX; y luego mediante la ICMT. Finalmente, un segundo corte de
FACE1/ZMPSTE24 libera la ldmina madura al citosol. La lamina A se transporta al nucleoplasma a
través del complejo del poro nuclear (CPN) usando la sefial de localizacién nuclear de la lamina A (SLN).
La lamina madura A se encuentra tanto en la envoltura nuclear como en el resto del nucleoplasma. La
enzima FACE1/ZMPSTE24 no puede realizar el segundo corte en la progerina, debido a la eliminacién
de los 50 residuos donde se encuentra el punto de corte. La progerina por lo tanto mantiene su grupo
farnesilo y permanece anclada en la membrana del RE, y luego en la envoltura nuclear (EN). La
progerina probablemente se transporta al nucleoplasma como en el caso de las laminas B, que también
permanecen farnesiladas. Figura modificada de la Ref. 12

Dada la multitud de funciones de las laminas, no es sorprendente que las mutaciones
en las laminas y en las proteinas de union a la lamina estén asociadas con una
variedad de enfermedades humanas que exhiben patrones complejos de patologias
especificas de tejidos (21). La mayoria de las enfermedades estan causadas por
mutaciones en el gen LMNA y se denominan colectivamente laminopatias. Hasta hoy

se han descrito mas de 500 mutaciones en el gen LMNA (http://www.umd.be/LMNA) (22)

gue muestran patologias superpuestas.


http://www.umd.be/LMNA

4. El HGPS esta causado por la expresion de una forma mutante

de lalamina A, la progerina

El sindrome de Hutchinson-Gilford (HGPS) es un trastorno genético autosémico
dominante esporadico. En 2003, dos laboratorios identificaron simultaneamente y de
forma independiente la mutacion en el gen LMNA que causa el HGPS (6,7). EI HGPS
esta causado por una mutacién heterocigota de novo en la base citosina en posicién
1824 de la secuencia nucleotidica a una timina, (1824C> T, p.G608G). Esta sustitucion
situada en el exdn 11 del gen LMNA, activa un sitio alternativo de splicing criptico, que
genera una delecion interna de 150 pares de bases, como se puede ver en la Figura
3.

A Figura 3. Mutacién del gen LMNA en
Normal ...GGAGCCCAGG G T G G G C... el HGPS

A) Secuencia parcial de DNA en el
LMNA normal y en el de la progeria. La
secuencia en negrita representa el sitio
de splicing criptico. El coddn para la
Splicing normal glicina esta subrayado y la mutacion

(C>T) se muestra en rojo. La linea roja

vertical representa el punto de splicing
usado en la progeria.
/\/ B) representacion del splicing mutante

it Splicing mutante ue da como resultado una delecién de
Sitio nuevo de delecién de 150 pb d e o
splicing "progerina” 50 aminoacidos de la lamina A,
formandose asi la progerina. Figura
modificada de la Ref. 16

Progeria ...GGAGCCCAGG | GTGGGT...

G608G

B

La transcripcién de este gen de lamina A mutante genera una proteina aberrante
denominada progerina, que posee una delecién de 50 aminoacidos en el extremo C-
terminal, el cual incluye el sitio de reconocimiento y corte de la proteasa ZMSPTE24
(7). Como consecuencia, la progerina no esta sujeta al paso de procesamiento
proteolitico final y retiene permanentemente el grupo farnesilo en el extremo C-
terminal, lo que lleva a su asociacion estable con la membrana nuclear interna y su

localizacion predominante en la periferia nuclear.

Aungue la mutacién ¢.1824C>T es la mas frecuente en los pacientes con HGPS, se
han identificado otras mutaciones en el gen LMNA responsables de un aumento del
uso del sitio de splicing criptico. Diferentes estudios sefialen que la cantidad de
progerina determina la severidad de la sintomatologia de la enfermedad (23,24).

Ademas de la clasica mutacién 1824C> T del HGPS, también se han descubierto otras



mutaciones heterocigotas, homocigotas o heterocigotas compuestas en el gen LMNA,
todas ellas causantes de sindromes progeroides atipicos. Estas patologias afectan a
los mismos tejidos (hueso, piel, cabello y grasa corporal) y causan patologias similares
(retraso del crecimiento, alopecia, piel tensa y nariz picuda) a los del HGPS, pero el
curso y la gravedad de sus sintomas varian enormemente (25). También se han
encontrado mutaciones en el gen que codifica la enzima FACE, que conducen a la
pérdida completa de la funcion de la proteasa ZMPSTE24 y la consiguiente
acumulacion de prelamina A farnesilada, causantes de la dermopatia restrictiva

autosomica recesiva, un sindrome progeroide asociado con la muerte neonatal (11).

Al igual que muchas otras proteinas, las laminas sufren modificaciones
postraduccionales que alteran su funcién. Entre estas se encuentran la fosforilacion y
la sumoilacién. La primera se ha descrito por la enzima CDK1 (quinasa dependiente
de ciclina 1) que facilita el desensamblaje de los filamentos laminares y la rotura de la
envoltura nuclear en la etapa premitotica (26). Resultados experimentales en las
células de HGPS, han mostrado que la fosforilacion de la serina en posicion 22 (S22)
por la CDK1 durante la interfase esta reducida, y los inhibidores de la prenilacion
pueden revertir este defecto (27). Por otra parte, impidiendo la fosforilacion de la lamina
Alprogerina por inhibidores del CDK se acelera la senescencia de los fibroblastos de
HGPS. Un segundo tipo de modificacién postraduccional, la sumoilacion, consiste en
la adicion covalente de un pequefio polipéptido modificador de tipo ubiquitina (small
ubiquitin-like modifier, SUMO). La lamina A sufre sumoilacién en la lisina K201 por la
enzima SUMO E2 Ubc9 (28). La sumoilacion es importante para la localizacién
adecuada de la lamina A en el nacleo. Se ha encontrado que varias mutaciones de la
lamina A como K201R, E203G, o E203K, encontradas en algunas cardiomiopatias
poseen una sumoilacién reducida y muestran un patron de localizacion alterado, con
la lamina A mutada acumulada en parches cerca de la periferia nuclear, en vez de un
patrén continuo. Esto se acompafia de una senescencia celular acelerada. Estos
resultados apoyan la idea de una importante funcion de la sumoilacion en la

localizacion y la funcion de la lamina A.

En general estos estudios demuestran que la lamina A sufre una variedad de
modificaciones postraduccionales que son importantes para su adecuada localizacion
y funcionamiento. Las alteraciones en estas modificaciones provocan fenotipos

inducidos por la progerina.



5. Modelos de raton de HGPS

Con el objetivo de abordar el estudio de los mecanismos moleculares involucrados en
el sindrome HGPS, se han creado varios modelos de ratdén progeroide. Uno de los
primeros modelos se gener60 mediante la activacion de un alelo Lmna mutante
(LmnaH®) que produce exclusivamente progerina pero no lamina A/C de tipo salvaje
(29). Este modelo de ratdon knock-in mostraba un fenotipo similar al de los nifios con
HGPS, incluia sintomas como la alopecia (pérdida de cabello) y la pérdida de grasa
subcutdnea, osteoporosis y muerte prematura, aunque no se encontraron defectos
cardiovasculares. Otro modelo de ratén transgénico creado introduciendo el alelo
LMNA humano G608G mutado en un cromosoma bacteriano artificial (G608G BAC)
desarrolla una pérdida progresiva de células de musculo liso vascular, caracteristica
descrita también en pacientes con HGPS, aunque no mostré la mayor parte las otras
patologias (30). Un tercer modelo de ratén, en el que una mutacién puntual en el gen
Lmna causo la pérdida del exén 9 (Lmnals30P /L530P ‘también conocido como LmnaA9),
también mostrd un fenotipo similar al HGPS, aunque el mecanismo involucrado en este

caso todavia no se ha elucidado y puede diferir del HGPS clasico (31).

Estos modelos transgénicos no reproducen completamente las alteraciones
moleculares que ocurren en el locus del LMNA en pacientes con HGPS. Por lo tanto,
se cred una linea de ratén knock-in que porta una mutacion en el gen Lmna del raton
(1827C>T; G609G), que es equivalente a la mutacion del HGPS (1824C> T; G608G);
y produce progerina debido al splicing anormal del mRNA de Lmna enddgeno,
analogamente a lo que ocurre en los pacientes con HGPS (32). Estos ratones abren
nuevas vias hacia la investigacion del splicing en el HGPS vy la identificacion de

farmacos que pueden corregir esta alteracion.

6. Mecanismos moleculares y celulares que contribuyen a las

patologias del HGPS

Se ha demostrado que las mutaciones causantes del HGPS afectan a muchos
procesos celulares fundamentales, pero no se comprende completamente cOmo estos
contribuyen a las patologias descritas. En la mayoria de los casos, no conocemos los

detalles sobre los mecanismos moleculares involucrados en la cascada de la expresion
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de la progerina y cdmo esta puede dar lugar al fenotipo del HGPS. Sin embargo, en
base a lo que se conoce acerca de la funcién normal de la lamina A/C y la bioquimica
de la progerina, se pueden formular hipotesis sobre posibles vias y mecanismos que

se detallan a continuacion, y se pueden ver en la Figura 4.

Desorganizacion de la cromatina
e inestabilid

Defectos mecanicos

W

Vias de sefializacion
alteradas

mmm Progerina

“ Envoltura nuclear

% Laminas nucleoplasmaticas
@ LAP2a
—@ Proteina de la MNI _—
@ Factor de transcripcion ‘[

Cromatina
= DALs autorenovacion

Diferenciacion

Progerina

Figura 4. Funciones celulares y moleculares alteradas en las células que expresan progeria

La progerina se acumula en la envoltura nuclear y tiene un efecto dominante negato, que lugar a niveles
reducidos de lamina A/C nucleoplasmatica, LAP2a. Estos cambios en las propiedades de la lamina
afectan a las propiedades estructurales, conducen a la disociacién de dominios asociados a la lamina
(DALs) en el genoma vy alteran las vias de sefializacion y expresion génica. Todo ello contribuye a
defectos en la autorrenovacion y diferenciacion de células madre, la produccion de una matriz
extracelular (MEC) defectuosa y a la senescencia celular prematura. Figura modificada de la Ref. 52

La progerina se expresa en multiples tejidos, principalmente de origen mesenquimal,
gue incluyen la piel, el hueso, el musculo esquelético, el tejido adiposo, el corazéon y
las arterias (1). La expresion de progerina tiene un efecto dominante negativo que
induce varios defectos celulares como: una disfuncion mitocondrial, unos nacleos muy
lobulados con la envoltura engrosada, una pérdida de heterocromatina periférica,
diferentes defectos de reparacion del DNA, un splicing alternativo defectuoso, un

acortamiento acelerado de los teldmeros y la expresion génica desregulada, que
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conduce a defectos en la diferenciacion celular y a la senescencia celular prematura
(33-39).

6.1. Defectos en la mecanotransduccion

Se cree que la presencia del grupo farnesilo en la Idmina A produce el principal efecto
pernicioso de la patogénesis de la enfermedad. La acumulacién de progerina en la
membrana nuclear interna durante el envejecimiento de las células del HGPS conduce
a la inmovilizacion de ldmina A de tipo salvaje en la envoltura nuclear, lo que provoca
su engrosamiento y el aumento de su rigidez, adquiriendo una forma polilobulada y un
incremento del nimero de los poros nucleares (33). En general, estas alteraciones
alteran la integridad estructural y funcional de la envoltura nuclear y pueden hacer que
las células sean mas susceptibles al dafio a través del estrés mecéanico (40). Estudios
recientes han demostrado un efecto dosis-dependiente de la cantidad de progerina
expresada en fibroblastos normales y la penetrancia del fenotipo del HGPS (41). Esto
sugiere gue la reduccion de los niveles de progerina por debajo de un umbral minimo

podria ser suficiente para reducir la severidad del fenotipo.

La mecanotransduccion es un mecanismo mediante el cual las células se ajustan a los
cambios en la carga mecanica ejercida por su entorno en parte activando vias
especificas de expresién génica (37). Mientras que la estimulacibn mecanica en
células no patoldgicas induce sefales proliferativas, las células del HGPS carecen de
este tipo de respuesta. Estas respuestas diferentes al estrés pueden explicar los
efectos especificos de tejido de la progerina. Asi, por ejemplo, tejidos sometidos a
niveles elevados de estrés mecanico como son el hueso, el musculo esquelético, el
corazon, o los vasos sanguineos, pueden verse especialmente afectados por la

expresion de progerina. (37).
6.2. Cambios epigenéticos

Se ha observado que la expresion de progerina produce alteraciones en la arquitectura
global de la cromatina producidas por la modificacion de histonas, mediante la
metilacion o acetilacion, o la propia metilacion del DNA. Concretamente, en el HGPS,
se ha descrito una reduccién de represores transcripcionales como son algunos tipos
de histonas modificadas o proteinas asociadas a ellas. Entre las primeras, destacan,
por ejemplo, la histona H3 trimetilada (me3) en las lisinas (K) en las posiciones 9
(H3K9me3) (8,34). Es interesante que estos cambios de la cromatina se observan en

células de individuos ancianos, lo que indicaria su implicacion en el envejecimiento
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fisiologico (8). Los cambios en H3K27me3 se correlacionan con la regulacion positiva
de genes que normalmente se expresan poco y con la regulacién negativa de genes
altamente expresados, una tendencia que se observa en las células HGPS

senescentes (36).

Recientemente, la desregulacién de H3K27me3 en células HGPS se ha relacionado
con la interaccion alterada de la progerina con el polipéptido-a asociado a la lamina
(LAP2a) (42). Esta proteina se une de forma fuerte a la lamina A, facilitando la
interaccion de la ldmina A con la eucromatina. Las células con déficit de LAP2a
muestran una unién reducida de las laminas A/C a dominios eucromaticos. En
contraste, la progerina interactia pobremente con el LAP2q, y la expresion de
progerina reduce drasticamente los niveles celulares de LAP2a (39). Esto se
acompafa de niveles reducidos de H3K23me3 y defectos proliferativos, que se
corrigen aumentando los niveles de LAP2a (39,41). Estudios recientes sugieren un
papel del LAP2a en la estabilizacion de la estructura de los telébmeros y la cromatina
mediante el aumento de histonas epigenéticas H3K27me3 (41). Como la expresion de
progerina reduce los niveles de ldmina A/C nucleoplasmatica y LAP2a es concebible
gue la organizacién de la cromatina en el interior nuclear se vea particularmente
afectada en el HGPS (39,43).

Las células de pacientes con HGPS también mostraron expresion reducida de
componentes del complejo NURD (desacetilasa remodeladora del nucleosoma, de sus
siglas en inglés) (37,44). Curiosamente, la inactivacion del complejo NURD en células
de tipo salvaje también puede inducir defectos de la cromatina asociados al
envejecimiento, similares a los observados en pacientes con HGPS. Los cambios en
la organizacion de la cromatina y la regulacion epigenética en las células de progeria
pueden a su vez tener un profundo impacto en la expresion génica y en la estabilidad

del genoma, contribuyendo asi a muchos fenotipos de la enfermedad (37).

Todos estos estudios revelan que la expresion de progerina induce cambios
epigenéticos, y que estrategias que reviertan estos cambios podrian ser investigadas

como posibilidad terapéutica.
6.3. Defectos en lareparacion del DNA e inestabilidad genomica

Los fibroblastos de pacientes con HGPS y de modelos de ratén de progeria mostraron

acumulacion de lesiones en el DNA, inestabilidad cromosomica, hipersensibilidad a los
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agentes nocivos del DNA (45), y una respuesta mantenida al dafio en el DNA (DDR,
DNA Damage Response) (8).

A partir de fibroblastos de pacientes con HGPS pueden generase células madre
pluripotentes inducidas (HGPS-IPSCs) (46). Estas no expresan ni progerina ni
tampoco muestran anomalias morfologicas del nucleo, lo que indica que el gen LMNA
esta silenciado en las células madre pluripotentes. A lo largo del proceso de
diferenciacion, se ha demostrado una correlacion entre la expresion de progerina y la
aparicion de fenotipos asociados a la progerina como, por ejemplo, el dafio en el DNA,
lo que lleva a la senescencia prematura de las células. Estas células mostraron una
notable supresién de la polimerasa poly-(ADP-ribosa) 1 (PARP1), una enzima que
participa en la reparacion de roturas del DNA de hebra simple (ssDNA, single strand)
y es critica para la fidelidad de la replicacion del DNA. La pérdida de PARP1 en las
células de musculo liso lleva a un aumento del sistema de reparacion del DNA
mediante recombinacion no homodloga (en inglés NHEJ) durante la fase S,

contribuyendo al fallo mitético y la muerte celular (46).

La expresion de la progerina también puede afectar la estabilidad del genoma al afectar
negativamente a las vias de reparacion del dafio del DNA (47). Las células de HGPS
y las células derivadas de ratones sin la metaloproteasa Zmpste24 (Zmpste24)
muestran un reclutamiento alterado de los factores de reparacion especificos de los
cortes de doble cadena del DNA (DSB, double strand break) (48). El dafio persistente
del DNA activa al gen supresor de tumores p53, y promueve la senescencia, uno de
los fenotipos distintivos del HGPS (49).

Otros factores que contribuyen a la inestabilidad genémica en las células HGPS es la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), debida a la disfuncion
mitocondrial. Los fibroblastos HGPS son incapaces de reparar el dafio inducido por
ROS, mostrando una sensibilidad mayor al estrés oxidativo que los fibroblastos
normales (48). Ademas, estudios de proteOmica cuantitativa realizados en fibroblastos
normales y de pacientes con HGPS muestran una reduccion significativa en los niveles
de proteinas mitocondriales que participan en la fosforilacidbn oxidativa en los
fibroblastos de HGPS, que provoca disfuncion mitocondrial. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en modelos de raton de progeria, donde se observo una
disfuncién mitocondrial, sugiriendo que estos problemas son comunes en las

laminopatias (50).
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NRF2 es un factor de transcripcion que regula la expresion de proteinas antioxidante
en humanos. En condiciones normales, la via NRF2 ejerce su funcién uniéndose al
elemento de respuesta a los antioxidantes (ARE), presente en la region promotora de
los genes diana. Se ha demostrado una actividad alterada de la via del NRF2 en el
HGPS que puede contribuir a aumentar la susceptibilidad al estrés oxidativo en las
células enfermas (51). La progerina se une fuertemente al NRF2, causando
deslocalizacion subnuclear y alterando la formacion de los complejos transcripcionales
en los motivos ARE. Como consecuencia, los genes diana de NRF2-ARE estarian
reprimidos en el HGPS, y se incrementaria el estrés oxidativo cronico. La reactivacion
de la via del NRF2 mejora las alteraciones clasicas en las células de HGPS,
reduciendo los niveles de progerina, disminuyendo el estrés oxidativo, y restableciendo
los niveles de lamina B1l. Este descubrimiento remarca la importancia del estrés
oxidativo en el fenotipo HGPS y sugiere que los compuestos activadores de NRF2

pueden servir para mejorar el fenotipo HGPS.
6.4. Desregulacién de las vias de sefializacion

Las laminas sirven como punto de anclaje para diversas moléculas de sefializacién y
factores de transcripcion, regulando asi su actividad (19). También, secuestran otros
factores de transcripcién y sus moléculas reguladoras en la periferia nuclear atenuando
su funcién en los genes diana (35). Por lo tanto, no es sorprendente que la expresion

de progerina cause una regulacion erronea de varias vias de sefializacion (37).

Los fibroblastos del modelo de progeria raton Lmna A9 tienen reducida la via de
sefalizacion de Whnt/B-catenina, y muestran una menor actividad del factor de
transcripcion LEF1, que regula la expresién de genes de la matriz extracelular (31) .
Como la sefializacion de Wnt es importante para el desarrollo de cartilago y hueso,
una sefializacién de Wnt alterada puede contribuir al fenotipo éseo en pacientes con
HGPS. Estos estudios sugieren que deficiencias en la sefalizacion de Wnt puede
causar cambios en la composicion de la matriz extracelular, contribuyendo a la rigidez
vascular en el HPGS (52). La sefializacién de Notch, otra importante via que controla
el destino y la diferenciacion de células madre durante la osteogénesis y la

adipogénesis, también se ve afectada en células que expresan progerina (35).

Los fibroblastos HPGS mostraron defectos en la via de sefializacién de la proteina
supresora de tumores retinoblastoma (pRb) y estos defectos se revierten con el
tratamiento con inhibidores de la farnesiltranferasas (FTIs) (53). Las proteinas Rb

14



inducen un estado mas compactado de la cromatina alrededor de promotores
eucromaticos y también participan en el ensamblaje de las regiones cromosomicas de
heterocromatina, como los centromeros y los telomeros (54). Asi, la deficiencia en la
funcidén Rb en las células HGPS podria contribuir a defectos proliferativos, cambios en
la expresion génica, asi como alteraciones en la estructura y la funcion de las regiones

heterocromaticas. (48).
6.5. Acortamiento de los telémeros

Los fibroblastos derivados de pacientes con HGPS muestran un desgaste acelerado
en comparacioén con los fibroblastos normales durante la proliferaciéon celular en
cultivo, lo que causa dafio en el DNA y la entrada prematura en la senescencia (38).
La expresion de la telomerasa revierte los cambios inducidos por la progerina en la
expresion génica. En particular, muchos genes desregulados en las células que
expresan progerina estan relacionados con la senescencia, y la telomerasa puede
rescatar la mayoria de estos cambios (41). Estos hallazgos apoyan la hipétesis de que
la progerina causa disfuncion telomérica y que la telomerasa protege a las células
HGPS de los efectos nocivos de la progerina.

Las deficiencias en la reparacion de los cortes de doble cadena del DNA (DSBs) y la
disfuncién de los telomeros son los principales contribuyentes a la inestabilidad del
genoma en las células en senescencia. Los telomeros disfuncionales se reconocen
como DSBs y activan la via de reparacion por recombinacién no homoéloga (NHEJ)
(38). La disfuncidn persistente de los telémeros y su acortamiento por debajo de una
longitud critica provocan la interrupcion permanente del crecimiento conocida como

senescencia replicativa (38).

Algunos estudios han demostrado que las alteraciones en la biologia de los telémeros
inducen a la acumulacion de progerina. Por ejemplo, la induccion de la disfuncion
telomérica por la expresiéon de una proteina dominante negativa TRF2 (TRF24BAM)

resulta en niveles aumentados de progerina (59).

En general, estos estudios revelan una relacion nociva y reciproca entre los telomeros
y la progerina, de tal modo que una telomérica induce la produccién de progerina y
viceversa. Tanto la expresion de progerina como el acortamiento de los telémeros se
observa en células de individuos ancianos. Asi, mantener la funcién telomérica protege

del envejecimiento celular no solo evitando la inestabilidad cromosdmica, sino también
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asegurando el control adecuado del splicing alternativo, el cual en el caso del gen
LMNA puede tener grandes efectos perniciosos.

6.6. Regulacion alterada de células madre adultas

Las células madre adultas reemplazan constantemente a las células no funcionales y
a las que mueren en muchos tejidos, y un descenso en su capacidad regenerativa
relacionado con la edad es un factor importante en el envejecimiento fisiolégico (55) .
Varias lineas de investigacion sugieren que la ldmina A puede estar involucrada en la
regulacion de la proliferacion y diferenciacion de las células madre mesenquimales
(MSCs) asi como de las células progenitoras de los tejidos. Las MSCs son células
madre adultas importantes para la regeneracion de muchos tejidos afectados en el
HGPS, como los huesos, la piel, los musculos y el tejido adiposo (35). Tanto la
autorrenovacion como la diferenciacién de las células madre adultas pueden verse
afectadas en el HGPS a través de la sefializacion alterada y la organizacion de la
cromatina como se describioé anteriormente. En linea con esto, los modelos de progeria
raton Zmpste 247 (56) y tetop-LmnaC808G: KSTA + (57) muestran una reduccién en el
namero de las células madre epidérmicas , y células madre/progenitoras derivadas de
musculo (MDPSC) y su capacidad proliferativa alterada (58). Los fibroblastos
postnatales derivados del modelo de raton con progeria LmnaA9, muestran detencion
proliferativa y senescencia prematura al contrario de lo que ocurre en los fibroblastos
embrionarios. Por qué este fenotipo es detectable solo en las células posnatales sigue
siendo desconocido, pero esta probablemente vinculado a una produccién de matriz
extracelular (MEC) alterada (31).

6.7. Mecanismos del HGPS mediados por la matriz extracelular

Varios estudios recientes sugieren que la expresion de progerina puede dar lugar a
una expresion alterada de los componentes de la matriz extracelular (MEC) vy la
formacion de una MEC defectuosa, que a su vez puede ser causa de muchos de los
fenotipos celulares observados en el HGPS. Se sabe que la MEC tiene un papel
principal en la proliferacién, la diferenciacion, la adhesion y la migracion celulares, asi
como en la supervivencia celular (59). La produccion de MEC también se ve
comprometida durante el envejecimiento fisiologico (60).

Los analisis de expresion génica en fibroblastos de pacientes HGPS mostraron una
desregulacion profunda de los componentes de la MEC (39). Experimentos realizados

con un modelo progérico de ratones quiméricos para Zmpste24 que contienen una
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proporcién similar de células deficientes en Zmpste24 (acumulan prelamina A) y de
células competentes en Zmpste24 (contienen ldmina A madura). Sorprendentemente,
estos ratones se desarrollan con normalidad y mantienen la misma proporcion de
células mutantes frente a células salvajes en sus tejidos durante toda la vida, lo que
indica que las células progeroides Zmpste24~- se desarrollan normalmente en un fondo
genético que proporciona la MEC normal y posiblemente otros factores extrinsecos
(61). En este estudio también se demostré que la acumulacion de preldmina A previene
la invasion de cancer y da como resultado una reduccion en la incidencia de

carcinomas infiltrantes asociados a componentes alterados de la MEC.

7. Estrategias terapéuticas para el HGPS

Actualmente, los enfoques para el tratamiento en el HGPS se plantean a diferentes
niveles: desde corregir la funcion proteica, el splicing del RNA y las mutaciones en el
gen LMNA, hasta estrategias de reemplazo celular y tratamientos para revertir los
fenotipos celulares (1). Se pueden ver en la Figura 5 las algunas de las dianas clave

en el tratamiento de la progeria, que seran comentadas a continuacion.

HMG-CoA

—|l HMG-CoA reductasa

Mevalonato
1

: ' Propiedades clave de la
( bifosfonatos \—l: Farnesil-PP-sintetasa pregrogerinaiprogerina
]

v
Farnesil-PP+Preprogerina 1

No farnesilada;
caja CAAX-terminal

FTls l Farnesiltransferasa
Preprogerina 2 Farnesilada
l Zmpste24 l

Farnesilada;
-AAX terminal eliminado

l icmr l

Progerina

Preprogerina 3

Farnesilada;
carboximetilada

Figura 5. Terapias actuales del HGPS dirigidas a prevenir la formacion de progerina mediante la
inhibicion de la farnesilacion
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Las enzimas que facilitan cada paso estan en cursiva. La linea discontinua indica que no se muestran
varios pasos en la ruta. Los medicamentos destinados a inhibir la farnesilacion de proteinas estan en
amarillo. Figura modificada de la Ref. 14.

En los ultimos afos, algunas terapias han demostrado resultados prometedores en las
etapas preclinicas. Se estan empezando ensayos clinicos con algunos compuestos
para determinar su valor en pacientes. El primero de estos compuestos que logré éxito
en células derivadas de pacientes con HGPS in vitro, y con modelos de raton de
progeria in vivo, fueron los FTIs, que inhiben el procesamiento de prelamina A, la forma
madura lamina A, o en el caso del HGPS, progrerina (62—-64). Uno de los FTI
empleados, el lonafarnib, durante dos afios en un ensayo clinico de pacientes con
HGPS mejor6 algunos de los signos como la velocidad de la onda de pulso, la
ecodensidad de la pared de la carétida, y sintomas como la incidencia de ACV
(accidente cerebrovascular), dolores de cabeza y convulsiones. Sin embargo, el

tratamiento solo alargé la supervivencia una media de 1,6 afios (14,64).

Tras un primer ensayo clinico, se ha descubierto que el tratamiento con los FTIs podria
activar una via minoritaria de prenilaciéon, es decir, la modificacidon postraduccional
mediante la transferencia de una fraccion de geranilo-geranilo alternativa. Este hecho
podria explicar la moderada eficacia del tratamiento con FTI en ensayos preclinicos
(63). Por esta razon, posteriormente se probaron tratamientos farmacoldgicos
combinados en el modelo de progeria raton Zmpste 247, Se utilizé6 un tratamiento
combinado con un aminobifosfonato (4cido zoledrénico) y estatinas (pravastatina),
inhibiendo la farnesil-pirofosfatasa sintasa y la HMG-CoA reductasa, respectivamente
(63). Un segundo ensayo clinico que combina estatinas y aminobifosfonatos se inicié
de 2008 a 2013 en La Timone Children's Hospital de Marsella, pero los resultados del

estudio aun no se han publicado (15).

Un tema actual de mucho interés es el mecanismo de degradacion de progerina.
Aungue hasta el momento no se ha realizado un estudio detallado sobre las vias
potenciales implicadas en la degradacion de progerina, varias observaciones sugieren
gue la progerina puede eliminarse activando la via de la autofagia. El tratamiento con
rapamicina, un inhibidor de la via de la diana de la rapamicina en mamiferos
(mammalian Target of Rapamicyn con sus siglas en inglés, mTOR), regula
positivamente la autofagia y extiende la vida Gtil desde las de levaduras hasta la de los
mamiferos (65). El tratamiento con rapamicina de células HGPS en cultivo aumenta el

aclaramiento de progerina mediante rutas relacionadas con macrofagos y reduce
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algunos de los fenotipos de la enfermedad, como los nucleos lobulados, los niveles de
LAP2a y el daio del DNA (66).

Se ha iniciado un ensayo en fases I-Il para determinar los efectos de la administracion
combinada de everolimus, un inhibidor de la via mTOR similar a la rapamicina, y

lonafarnib (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT025790442term=Hutchinson-Gilford+Disease&rank=1) (67).

Se espera que el everolimus pudiera reducir los niveles de progerina activando su
eliminacion y podria tener un efecto sinérgico con el lonafarnib (66). Sin embargo, un
estudio comparativo del efecto de estos tres tratamientos -un FTI, rapamicina, o una
combinacion de zolendronato y prevastatina- en células iPSCs derivadas de HGPS dio
resultados variables. Mientras que todos los tratamientos mejoraron la morfologia
nuclear, se observaron diferencias entre ellos en la mejora de otros fenotipos celulares.
Ademas, algunas combinaciones tuvieron efectos citotoxicos. Por eso es necesario
extremar las precauciones en el disefio de los ensayos clinicos para los pacientes con

HGPS, ya que esta toxicidad podria enmascarar los posibles efectos beneficiosos (68).

Se descubrié que el sulforafano, un antioxidante derivado de plantas cruciferas, que
estimula la actividad del proteasoma y la autofagia en cultivos de fibroblastos con
HGPS y sin enfermedad, mejora el aclaramiento de progerina por autofagia y revierte
las caracteristicas tipicas de las células del HGPS (69). Ademas, dos estudios
recientes sugirieron que los retinoides solos (70) o en combinacion con la rapamicina
(71) reducen la cantidad de progerina y rescatan los fenotipos progeroides en células
en cultivo. Los farmacos activadores de la autofagia podrian ser particularmente
beneficiosos en el tratamiento de la progeria, pero se deben realizar analisis

cuidadosos in vivo antes de incluirlos en ensayos clinicos.

La introduccion de un oligonucleétido morfolino antisentido capaz de bloquear el sitio
de splicing criptico en el exén 11 del pre-mRNA de progerina, produjo una disminucion
dependiente de la concentracion en los niveles de RNAm y de progerina y la reversion
de fenotipos celulares en cultivos de células HGPS (43). Una estrategia similar se
probo con éxito in vivo en modelos de progeria raton Zmpste24”- y Lmna®809G/G609G |g
que dio como resultado un aumento del peso corporal, una esperanza de vida

prolongada y la mejora de varios fenotipos HGPS (32).

Otras estrategias incluyen el uso de inhibidores de la enzima responsable de la
carboximetilacion de la farnesil-cisteina de la progerina (72); la N-acetil cisteina, que
secuestra ROS y reduce la cantidad de dafio irreparable en el DNA por el aumento de
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ROS (48); el azul de metileno, que es un antioxidante mitocondrial (73); o el resveratrol,
un potenciador de la actividad de la desacetilasa SIRT1 que alivia las caracteristicas

progeroides (74).

El mejor tratamiento para los pacientes con HGPS sigue siendo un tema activo de
discusion y controversia. Entender el espectro completo de los efectos funcionales de
los diferentes farmacos nos permitira encontrar estrategias en los préximos afios que
mejoraran el dramético fenotipo caracteristico del HGPS a la vez que disminuiremos

su toxicidad.

8. Observaciones finales

A pesar de todo lo que se sabe sobre el HGPS y los notables avances en la
comprensiéon de la enfermedad, queda mucho por aprender. No solo se necesita
urgentemente de un tratamiento, sino que un mejor entendimiento del HGPS aportaria
conocimientos sobre el proceso de envejecimiento fisioldégico. Solo algunas de las
cuestiones de esta enfermedad se han resuelto. Por ejemplo, es sorprendente que los
pacientes con progeria no desarrollen cancer, dada la asociacion entre el cancer y el
envejecimiento. Se podria hipotetizar que la esperanza de vida reducida en el HGPS
oculta una mayor propension al desarrollo de cancer en las células que expresan
progerina, sin embargo, investigaciones recientes indican que la expresion de
progerina puede inhibir la transformacién celular, explicando un riesgo normal de
cancer en estos pacientes (75). A pesar de que se han identificado numerosas vias
celulares afectadas por la expresion de la progerina, los detalles que subyacen a estos
efectos todavia no estan claros en la mayoria de los casos. Los resultados de los
primeros ensayos clinicos nos ensefiaron que se pueden lograr algunas mejoras en
los fenotipos de la enfermedad mediante el tratamiento con FTIs, y otros compuestos.
A medida que avanza la investigacion, el HGPS continta revelando misterios poco
apreciados del envejecimiento. El HGPS, con todas sus complejidades, ofrece un
modelo Gnico para explicar los nuevos roles de las laminas A/C y la progerina en la
célula. Sera importante dilucidar cuales de las numerosas rutas que se encuentran
alteradas en el HGPS son las mas relevantes en las patologias, y cuales son meras

espectadoras.
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